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L 1 invention a pour objet 1 • ut i iisa t ion d'extraits de bac- 
teries de la famille de Pseudomonadacees comme agents cosmetiques 
permettant notamment de lutter contre ie vieillissement cutane chez 
1 • homme . 

On sait que le vieillissement cutane se manifeste en pre- 
mier lieu par une diminution du nombre et une fragmentation des fi- 
bres elastiques du derme. L'elastine devient plus sensible a la 
lyse par l'elastase, et I'alteration de l'elastine conduit a une 
disorganisation des fibres elastiques. Ces phenomenes se traduisent 
par une perte de 1* elasticity de la peau et par la formation de ri- 
des . 

Une autre manifestation du vieillissement cutane est la 
secheresse de la peau, qui devient reche, avec perte de la flexibi- 
lity de l'epiderme et tendance a la desquamation. Dans le tissu 
conjonctif de la peau de sujets jeunes, la teneur elevee en hyalu- 
ronates, fortement hydrophiles, favorise 1 ' hydratation du derme, 
qui est un element essentiel de la tonicite de la peau. Au cours du 
vieillissement, la teneur en hyaluronates , et done la teneur en eau 
du derme, diminue fortement, avec pour consequences facheuses la 
flaccidite de la peau et une moindre diffusion de l'eau dermique 
vers l'epiderme, qui se desseche. En outre, la diminution de la te- 
neur en eau du derme a notamment pour consequence de freiner la 
circulation des metabolites, des ions et de l'oxygene, et done de 
ralentir le metabolisme des cellules du derme et de l'epiderme. La 
diminution de la teneur en hyaluronates est liee a I'activite d'une 
enzyme, la hyaluronidase, qui clive les liaisons glucosidiques des 
hyaluronates. C'est pourquoi cette enzyme joue un role tres impor- 
tant dans le vieillissement cutane. 

En outre, le dessechement de l'epiderme diminue les echan- 
ges gazeux avec 1* atmosphere ambiante a la surface de la peau. Ce 
phenomene d'echange gazeux, appele respiration cutanee, diminue 
avec 1 ■ age . 

Par ailleurs, on sait que l f exposition au soleil est sus- 
ceptible de provoquer une reaction inf lammatoire dans le tissu cu- 
tane, et qu'apres des expositions au soleil, en particulier aux 
UVA, repetees et prolongees, la peau devient a terme dessechee, ex- 
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cessivement ridee, et depourvue de souplesse : ce vieillissement 
premature de la peau est appele "photovieillissement " . 

II est done souhaitable de trouver de nouveaux moyens per- 
mettant notamment de proteger la peau contre le vieillissement ac- 
celere ou premature de la peau, et permettant de mieux proteger la 
peau contre les dommages causes par 1' exposition au soleil, y com- 
pris contre le photoviei His semen t cutane. 

On a maintenant decouvert que . des extraits de bacteries de 
la famille des Pseudomonadacees, et en particulier de bacteries du 
genre Pseudomonas, lorsqu'ils sont appliques sur la peau, sont ca- 
pables notamment d'ameliorer 1 1 hydratation de ia peau et de prote- 
ger la peau contre certaines consequences nefastes des reactions 
inf lammatoires consecutives a 1' exposition aux ultraviolets. Plus 
generalement, ils sont capables de diminuer et/ou de retarder le 
vieillissement cutane, y compris le photovieillissement cutane. 

Ces extraits bacteriens ont notamment la propriete d'inhi- 
ber les lesions du tissu conjonctif cutanes consecutives notamment 
aux expositions UV. Ces extraits bacteriens ont en effet la pro- 
priete d'inhiber la liberation d'elastase dans les zones d' inflam- 
mation. Plus generalement, ces extraits bacteriens, lorsqu'ils sont 
appliques sur la peau, ont des proprietes anti-inf lammatoires et 
apaisantes, et ameliorent 1 'aspect de la peau presentant une in- 
flammation locale ou des micro-inflammations, y compris apres 1' ex- 
position au soleil. 

Ces extraits bacteriens ont en outre un effet inhibiteur 
de l'activite de hyaluronidase . Ainsi, ils permettent de prevenir 
ou de traiter la secheresse.de la peau, y compris apres exposition 
au soleil et dans les cas de vieillissement cutane naturel ou pre- 
mature, ainsi que dans les cas de photovieillissement. En outre, 
ils ameliorent la tonicite de la peau en favorisant 1 1 hydratation 
du derme . 

L'invention a done pour objet 1 1 utilisation d'un extrait 
d'au moins une bacterie de la famille des Pseudomonadacees comme 
agent cosmetique permettant de lutter contre le vieillissement cu- 
tane naturel ou premature, y compris le photovieillissement, d'ame- 
liorer 1' aspect et la tonicite des peaux seches, de conserver ou 
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d'ameliorer l'elasticite de la peau, et d'ameliorer l'aspect de la 
peau presentant une reaction inf 1 anuria to ire, y compris apres exposi- 
tion au soleil. Dans la presente demande, l 1 expression "lutter con- 
tre" le vieillissement cutane signifie prevenir, ou retarder, ou 
encore traiter, le vieillissement cutane. 

Parmi les bacteries utilisables selon 1' invention, on peut 
citer riotamment : 

- Pseudomonas vesicularis, dont l'un des types est la sou- 
che deposee a 1 ' ATCC sous le n° 11426. 

- Pseudomonas maltophilia dont l'un des types est la sou- 
che deposee a l'ATCC sous le n° 13637, 

Pseudomonas maltophilia est encore appele Stenotrophomonas 
maltophilia . 

Dans la presente demande, 1* expression "extraits de bacte- 
ries" ou "extraits bacteriens" designe aussi bien les biomasses ob- 
tenues apres culture des bacteries que les produits obtenus a 
partir de ces biomasses, notamment apres purification et/ou steri- 
lisation et/ou f ractionnement . Par exemple, les biomasses peuvent 
etre eventuellement au moins partiellement deshydratees et/ou 
broyees . Elles peuvent etre sterilisees, par exemple par chauffage. 
Bien entendu, 1 ' invention s'etend a 1 ' utilisation d' extraits com- 
prenant toute fraction de la. biomasse qui possede les memes pro- 
prietes ant i-vieil lissement cutane que la biomasse entiere, et 
notamment des fractions inhibant la secretion d'elastase dans les 
zones d 1 inf lammation et/ou inhibant l'activite de hyaluronidase. 
Dans la presente demande, la notion d' extraits englobe egalement 
des derives obtenus par modification chimique de certains groupe- 
ments fonctionnels (amines par exemple) . 

Le procede de preparation d'un extrait bacterien utilise 
selon 1' invention comprend les etapes consistant a cultiver in vi- 
tro les bacteries selon les methodes connues, puis a recueillir la 
biomasse obtenue. 

Les bacteries de la famille des Pseudomonadacees sont des 
bacteries Gram-negatives aerobies strictes. Elles poussent sur les 
milieux nutritifs ordinaires, par exemple a des temperatures de 
l'ordre de 25 a 30°C. 
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Pour separer et isoler la biomasse, on peut utiliser di- 
verses methodes connues telles que la filtration ou la centrifuga- 
tion. On peut egalement secher la biomasse et la concentrer par 
deshydratation, notamment par chauffage sous pression reduite (par 
5 exemple a une temperature de l'ordre de 80 a 120°C environ), ou en- 
core par lyophilisation. 

On peut utiliser les extraits bacteriens sous la forme de 
derives, par exemple de derives au moins part iellement acyles . On 
effectue l'acylation a l'aide d'un anhydride d'acide carboxylique, 

10 ou avec un chlorure d f acide correspondant. On peut utiliser par 
exemple 1» anhydride acetique ou le chlorure d'acetyle. On effectue 
la reaction d'acylation de fagon a ce qu'au morns une partie des 
groupements amines primaires et secondaires presents dans la bio- 
masse bacterienne soient acyles. On determine aisement les propor- 

15 tions d'agents d'acylation et les conditions de la reaction 
d'acylation par dosage selon les methodes classiques des groupe- 
ments amines primaires et secondaires avant et apres la reaction 
d'acylation. . 

Les extraits de Pseudomonadacees , ou leurs derives, sont 
20 introduits comme ingredients actifs dans des compositions destinees 
a etre appliquees sur la peau et/ou sur le cuir chevelu. Ces compo- 
sitions presentent une bonne tolerance cutanee. 

L f invention concerne done une composition cosmetique com- 
prenant comme ingredient actif un extrait d 1 au moins une bacterie 
25 de la famille des Pseudomonadacees, en association avec un exci- 
pient acceptable en cosmetologie . . 

Les excipients presents dans la composition de 1' invention 
sont des excipients usuels . II s'agit d' excipients compatibles avec 
un usage sur la peau, le cuir chevelu et les cheveux. 
30 Dans les compositions utilisees selon . 1 1 invention, les ex- 

traits bacteriens sont utilises generalement dans une proportion de 
0,0005 % a 5 par exemple de 0,001 % a 2 %, et en particulier de 
0,01 % a 2 % en poids d' extrait sec bacterien, par rapport au poids 
de la composition. 

35 Ces compositions peuvent contenir I'extrait bacterien sous 

forme de dispersions (notamment des emulsions) dans un vehicule ap- 
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proprie tel que par exemple l'eau, les solvants organiques, les 
corps gras y compris les huiles, et leurs melanges. 

Elles peuvent se presenter notamment sous la forme de lo- 
tions hydro-alcoolique ou oleo-alcooliques, de gels, d' emulsions de 
consistance liquide, de cremes, de sticks solides ou de dispersions 
vesiculaires . Ces compositions peuvent etre preparees selon les me- 
thodes usuelles. Elles contiennent les ingredients et vehicules 
permettant de les presenter notamment sous 1 ■ une des formes qui 
viennent d'etre indiquees. Elles peuvent contenir, outre les ex- 
traits bacteriens, d'autres ingredients actifs tels que par exemple 
des substances absorbant 1 'ultra-violet , des agents hydratants 
classiques, . des agents anti-radicaux libres, des agents anti- 
oxydants, des eaux thermales telles que les eaux des sources ther- 
males de La Roche-Posay, des emollients, des agents anti-oxydants, 
ou encore d'autres ingredients usuels tels que des agents conserva- 
teurs, des parfums, etc. De tels ingredients, ainsi que leur utili- 
sation, sont connus et ne seront pas decrits davantage ici. 

Les eaux thermales event uellement utilisees dans la compo- 
sition de 1' invention sont notamment des eaux thermales ayant des 
proprietes cosmetiques benefiques pour la peau. Par exemple, les 
eaux thermales de La Roche-Posay (France), qui sont riches en sele- 
nium, possedent notamment des proprietes protectrices vis-a-vis des 
effets deleteres des rayonnements UVA sur la peau, et possedent 
egalement des proprietes anti-oxydantes favorisant la survie des 
fibroblastes exposes aux rayonnements UVB. Les eaux thermales de La. 
Roche-Posay constituent done un ingredient actif interessant notam- 
ment dans les produits cosmetiques destines a etre utilises pendant 
ou apres 1 ' exposition de la peau au soleil. 

L' invention a en outre pour objet un procede de traitement 
cosmetique pour, lutter contre le vieillissement cutane, caracterise 
par le fait que l'on applique sur la peau ou le cuir. chevelu une 
composition telle que definie precedemment . Ces compositions sont 
appliquees selon les methodes usuelles. 

Les exempies suivants illustrent 1' invention. Dans ces 
exemples, les pourcentages sont des pourcentages en poids. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture de Pseudomona s vesicular! s et cte PseudcxiK>nas 
mal tophi 11a 

5 

La souche de Pseudomonas vesicularis cultivee a ete obte- 
nue aupres de l'ATCC (ATCC 11426). 

La souche de Pseudomonas maltophilla est la souche ATTC 

13637. 

10 Les bacteries sont cultivees dans le milieu de culture Nu- 

trient Broth Difco 003 (Medium 3 ATCC) . Le pH du milieu est ajuste 
a 7,15 avant sterilisation a 121°C pendant au moins 20 minutes. 

La culture est effectuee a 26°C sous agitation (100 rpm) 
en assurant un taux d'oxygene dissous au moins egal a 15 %. 

15 Apres 24 heures de culture, la biomasse est recoltee par 

centrif ugation . 

La biomasse peut etre stabilisee par chauffage a 1' auto- 
clave, lyophilisee, congelee et/ou broyee . 

On peut aussi, si desire, acetyler les groupements amine 
20 primaire et secondaires, totalement ou partiellement, par. 1' action 
de 1 'anhydride acetique . 



Exemple 2 : Cz-erae 

25 

Cette creme repond a la composition suivante : 

- Lyophilisat a base de Ps. vesicularis 

obtenu selon l'exemple 1 0,05 % 

- Carbomer 940* 0, 30 % 

30 - Triethanolamine 0,30 % 

- Acide stearique 3,00 % 

- Alcool cetylique 2,00 % 

- Monostearate de glycerol autoemulsionnable . . . . 3 , 00 % 
~ Huile de soja 10,00 % 

3S - Alcool de lanoline 2,00 % 

- Myristate d'isopropyle 4,00 % 
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- 2-ethylhexanoate de cetyle et de stearyle 4,00 % 

- Perhydrosqualene ; 3,00 % 

- Paraf f ine 2, 00 % 

- Glycerine 3,00 % 

- Conservateurs 0,30 % 

- Eau thermale de La Roche-Posay** ..15,00 % 

- Eau purifiee, q.s.p 100,00 % 

* Carbomer 940 : marque de commerce designant 
un acide polyacrylique reticul£ 
** Centre thermal de La Roche- Posay (France) 



On peut remplacer le lyophilisat a base de Pseudomonas ve- 
sicularis par un lyophilisat a base de Pseudomonas maltophilia . 

De fagon analogue, on a prepare une creme contenant 0, 01 % 
de lyophilisat de Pseudomonas vesicularis et 0,05 % de lyophilisat 
de Pseudomonas maltophilia. 

Pour preparer cette creme, on chauffe la phase aqueuse 
contenant la glycerine, les conservateurs et l'eau a 80°C ; on y 
disperse le Carbomer 940 qui est ensuite neutralise par la trietha- 
nolamine. La phase grasse, chauffee et homogeneisee a 80°C, est in- 
troduxte sous vive agitation dans la phase aqueuse. Le lyophilisat 
de l T exemple 1 est disperse dans 10 g d'eau et introduit a 40°C 
dans la creme, sous agitation. L' ensemble est refroidi jusqu'a tem- 
perature ambiante. 

Cette creme est appliquee sur la peau du visage et du cou 
une a deux fois par jour. Elle ameliore l'aspect des peaux seches. 
Elle permet egalement d'ameliorer la tonicite de la peau. 

Exemple 3 : La.it pour 2a peau 

Ce lait a la composition suivante : 



- Lyophilisat de Ps. vesicularis obtenu 

selon 1' exemple 1 0,10 % 

- Monostearate de glycerol autoemulsionnable . . . : 3, 00 % 

- Vaseline 1, 50 % 

- Huile de vaseline 2,50 % 
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- Huile de son de riz 1,50 <fc 

- Huile de silicone volatile 5/00 

- Beurre de karite 3,00 % 

- Carbomer 940 0,20 % 

5 - Triethanolamine 0,20 % 

- Gomme de xanthane 0, 10 % 

- Glycerine " 3, 00 % 

- Parf urn 0,10 *s 

- Conservateurs 0,30 % 

10 - Eau q.s.p . 100,00 * 

Ce lait est prepare d'une facon analogue a celle decrite a 
l'exemple 2. 

Applique sur la peau apres une exposition au soleil, il 
15 possede des proprietes apaisantes. 

Applique sur la peau du visage/ ce lait diminue l'effet de 
vieillissement cutane accelere observe notamment chez les personnes 
s'exposant de facon repetee au soleil. 

20 

Exemple 4 : Creme 

On a prepare selon le meme mode operatoire qu'a l'exemple 
2 une emulsion ayant la composition suiyante : 

25 - Lyophilisat de Ps. vesicularis obtenu 

selon l'exemple 1 0,10 % 

- Base auto-emulsionnable 20,00 

- Huile de vaseline codex 5,00. % 

- Glycerine 5,00 % 

30 - Steara.te d'aluminium 0,50 % 

- EDTA di-potassique 0,05 % 

- Sulfate de magnesium 0,70 % 

- Agents conservateurs 0,20 % 

- Antioxydants 0,05 % 

35 - Parf urn 0, 30 % 

- Eau q.s.p 100,00 % 
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Dans la formulation ci-dessus, on peut remplacer le lyo- 
philisat de Pseudomonas vesicularis par un lyophilisat de Pseudomo- 
nas maltophilia . On peut egalement utiliser un melange des deux 
lyophilisats . 

5 

La base auto-emuls ionnable comprend : 

- Huile minerale 

- Vaseline codex 

- Ozokerite 

10 - Oleate de glycerol 

- Lanoline liquide 

Cette creme, appliquee sur la peau, permet de reduire les 
effets du vieillissement cutane et/ou du pho tovieillissement cuta- 
15 ne. Elle permet egalement d'ameliorer le degre d ' hydratation de la 
peau de sujets ages. 

EXEMPLE 5 : Emulsion an tl -sol ai re 

20 

Cette emulsion permet de proteger la peau centre des 
rayons ultraviolets. Elle repond a la formule suivante : 



- Lyophilisat de l'exemple 1 1,00 % 

- Acide stearique 3,00 % 

25 - Alcool cetylique 1,50 % 

- Monostearate de glycerol auto-emulsionnable 3, 00 % 

- Huile de tournesol 8,00 % 

- Polyacrylamide 3,00 % 

- Methoxycinnamate d'octyle 4,00 % 

30 - Sel de triethanol amine de l'acide benzene- 

1, 4-di- (3-methylidene) -10-campho sulfonique 

(Mexoryl SX) 2, 60 % 

- Glycerol 5, 00 % 

- Tocopherol 2,00 % 

35 - Conservateurs 0,30 % 
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- Ethylenediaminetetramethylene phosphonate 

(sel pentasodique ) 0,10 % 

- Eau purifiee, q.s.p 100,00 % 

EXEMPLE 6 : T&st d.' inhibition de 1 'elastase 

Le test est effectue a partir d'elastase isolee de leuco- 
cytes humains. 

Le test est realise selon la methode decrite par ADEYEMI 
E.O. et al., J. Pharm. Pharmacol., 42:487-490 (1990). Les essais 
sent effectues a^ec un lyophilisat obtenu comme decrit a l'exem- 
ple 1. 

Le lyophilisat provenant de la culture de Pseudomonas mal- 
tophilia, a une concentration de 0,05 g/1, diminue l'activite de 
l'elastase de 36 %. A une concentration de 0,1 g/1, le lyophilisat 
provenant de la culture de Pseudomonas vesicularis diminue l'acti- 
vite de l'elastase de 33 %, et le lyophilisat en provenance d'une 
culture de Pseudomonas maltophilia diminue l'activite de l'elastase 
de 53 

Exempts 7 : Effet inhihi teur de 1 'activite de hyalujconidase 

Le test est realise selon la methode classique decrite 
dans Worthington Enzyme Manual, Enzymes and related biochemicals , 
Worthington Biochemical Corps., Frehold, New Jersey 07728, USA 
(1993) . 

Le lyophilisat bacterien etudie est un lyophilisat de 
Pseudomonas vesicularis . II est mis en solution en tampon phosphate 
0,1 M, pH 5,3. 

Les reactifs utilises sont l'acide hyaluronique (Sigma 
H-1876) et la hyaluronidase Sigma type IV-S (H-3884) . On melange 
l'acide hyaluronique et la hyaluronidase en tampon phosphate de fa- 
con a obtenir une solution contenant 0,6 g/1 d'acide hyaluronique 
et 0,25 g/1 de hyaluronidase- 

On laisse incuber pendant 15 minutes a 37°C. 
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On ajoute alors une solution d'albumine bovine a 1 % dans 
un tampon acetate 0,5 M, pH 4,2, pour precipiter l'acide hyaluroni- 
que . 

On mesure alors la quantite d'acide hyaluronique non de- 
5 grade par mesure de 1* absorption de la lumiere a une longueur 
d'onde de 54 0 nm. 

Le lyophilisat de Pseudomonas vesicularis, a une concen- 
tration de 0,1 %, inhibe de 30 % l'activite de la hyaluronidase . 

10 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un extrait d'au moins une bacterie de la 
famille des Pseudomonadacees comme agent cosmetique permettant de 

5 lutter contre le vieillissement cutane, y compris le photovieillis - 
sement, d'ameliorer l'aspect et la tonicite des peaux seches, . de 
conserver ou d'ameliorer l'elasticite de la peau, et/ou d'ameliorer 
l'aspect des peaux presentant une reaction inf lamma toire . 

2. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle 
10 ladite bacterie appartient au genre Fseuclomonas . 

3. Utilisation selon la revendication 2, dans lequel la- 
dite bacterie est choisie parmi Pseudoinonas vesicularis et Pseudo- 
monas ma 1 tophi 1 ia . 

4. Utilisation selon 1 ' une quelconque des revendications 
15 precedentes, dans laquelle ledit extrait est constitue par la bio- 

masse bacterienne obtenue apres culture de la bacterie, ladite bio- 
masse etant eventuellement broyee et/ou au moins partiellement 
deshydratee. 

5. Utilisation selon 1 ' une quelconque des revendications 
20 precedentes, dans laquelle ledit extrait est applique sous la forme 

d'une composition contenant une proportion de 0,0005 % a 5 % en 
poids d' extrait sec bacterien par rapport au poids total de la com- 
position . 

6. Utilisation selon la revendication precedente, dans 
25 laquelle ladite proportion est dans la gamme de 0,001 % a 2 % en 

poids. 

7. Procede de traitement cosmetique destine a lutter con- 
tre le vieillissement cutane, y compris le photovieillissement , a 
ameliorer l'aspect et la tonicite des peaux seches, a conserver ou 

30 ameliorer 1' elasticity de la peau et a ameliorer l'aspect des peaux 
presentant une reaction inf lammatoire, ledit procede comprenant 
1'etape consistant a appliquer sur la peau ou sur le cuir chevelu 
un extrait d'au moins une bacterie de la famille des Pseudomonada- 
cees . 
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8. Procede selon la revendication precedente, presentant 
l'une au moins des caracteristiques suivantes : 

- la bacterie appartient aux genres Pseudomonas ; 

- la bacterie appartient a l'espece Pseudomonas vesi- 
5 cularis ou Pseudomonas maltophilia ; 

- ledit extrait est constitue par la biomasse bacte- 
rienne obtenue apres culture de la bacterie, ladite biomasse etant 
eventuellement broyee et/ou au moins partiellement deshydratee ; 

- on applique ledit extrait sous la forme d'une compo- 
10 sition contenant une proportion de 0,0005 % a 5 ft, et en particu- 

lier de 0,001 a 2 $ en poids d'extrait sec bacterien par rapport au 
poids total de la composition. 

9. Composition cosmetique comprenant comme ingredient ac- 
tif un extrait d'au moins une bacterie de la famille des Pseudomo- 

15 nadacees, en association avec un excipient acceptable . en 
cosmetologie . 

10. Composition selon la revendication 9/ presentant l'une 
au moins des caracteristiques suivantes : 

- la bacterie appartient au genre Pseudomonas ; 

20 - la bacterie appartient a l'espece Pseudomonas vesi- 

cular is ou Pseudomonas maltophilia ; 

- ledit extrait est constitue par la biomasse bacte- 
rienne obtenue apres culture de la bacterie, ladite biomasse etant 
au moins partiellement deshydratee ; 

- 5 - ladite composition contient une proportion de 

0,0005 % a 5 %, et en particulier de 0,001 a 2 %, en poids d'ex- 
trait sec bacterien par rapport au poids total de la composition. 
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